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＜背景・目的＞ 
特発性間質性肺炎（IPF）は難治性で予後不良な疾患である、多くの治療方針が検討されているものの、
コルチコステロイドと免疫抑制剤が未だ主な治療薬である。近年、幹細胞移植が代替療法として注目さ
れ、胚性幹細胞（ESC）、誘導多能性幹細胞（iPS）、間葉系幹細胞（MSC）などの使用が検討されてい
る。ブレオマイシン（BLM）傷害肺に対して in vitro で II 型肺胞上皮細胞（AECII）に分化誘導した
ESC を気管内投与することで、肺障害を抑制したとする報告があるものの、分化誘導法等は簡便ではな
い。また、iPSについてもその応用研究の進歩は飛躍的であるものの、未だ確実な分化誘導法は確立して
いない。一方、MSC は以前より肺障害に対する細胞治療として報告が多くなされ、BLM 傷害肺に対す
る治療効果が認められている。また IPFに対する臨床研究も進行中である。しかし、MSCの生体内での
悪性転化の可能性を示唆する報告も動物実験において認められ、さらに生体内におけるMSCの生着率や
分化効率は限定的である。 
 これら幹細胞治療の報告に加えて、多くの研究者が肺固有の幹 /前駆細胞の存在を報告している。
Bronchioalveolar stem cells (BASC)は、Clara cell secretory protein (CCSP/CC10)と surfactant protein 
C(SP-C)を共発現する細胞として、肺胞上皮細胞への分化が確認されている。細胞系譜追跡実験において
は BLM 誘導肺線維化病変においては、CCSP 発現細胞由来の AECI/II が有意に増加すると報告されて
いる。しかし一方では BASC を含む CCSP発現細胞は、通常肺においても傷害肺においても肺胞上皮細
胞へ分化しないとする報告もあり、現段階で一定の見解がなされていない。これらの現状を踏まえて、
肺固有の幹/前駆細胞の探索・機能的解析は、傷害肺の修復機構の解明や細胞治療への応用を考える際に
有用であると思われる。AECII は、現在肺胞領域における前駆細胞として認知されており、実際に初代
培養細胞として採取された AECII は、BLM 傷害肺に対して線維化抑制効果を持つことが報告されてい
る。しかし、AECIIの採取方法は複雑であり回収効率も決してよくない。 
 今回、我々は in vitro expansionにて簡便で高効率にマウスより上皮細胞を回収可能とし、“lung mixed 
culture-derived epithelial cells (LMDEC)”と命名した。この LMDECは、in vitro、in vivoで AECI
に分化する能力を有し、さらに BLM傷害マウス肺に対して気管内投与することで肺線維化に対する抑制
効果を確認した。 
 
＜方法＞ 
マウス 
C57BL/6Jマウスを用いた。また、C57BL/6J-SP-C-M2 flag-p38α dominant-negative (d.n.) transgenic (p38α 
d.n.-TG) マウスの作出には、Dr. Jeffrey A. Whitsett, Children's Hospital Medical Center, Division of Pulmonary 
Biology, Cincinnati, Ohioより提供された plasmidを用いてトランスジーンを構築した。 
 
Mixed culture と LMDEC の調整 
3-4週齢の雄マウスを pentobarbital で麻酔した後 25mlの冷 PBSを用いて還流脱血した。その後摘出し
た肺実質をハサミで細切し 2 mg/ml collagenase type I、 1 mg/ml dispase、3 U/ml DNase を添加した
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)を用いて 37℃、45分間消化した。消化された細切片から単細
胞懸濁液を調整した後に 40 µm-cell strainerを通し、fatal bovine serum (FBS)にて懸濁液を中和した。遠心
後 DMEMで細胞を洗浄し、再び遠心後、細胞沈殿を培養液（10%FBS 添加 DMEM）で再懸濁し、培養皿
に 1.3 x 106 cells/cm2の濃度で播種し、CO2インキュベーター内で培養した（37℃、5%CO2）。この培養環
境を”mixed culture”と命名した。培養 2 日後に、PBS を用いた数回の洗浄で非接着細胞を除去し、さら
に培養を継続した。そして、細胞播種後 9 日目（洗浄後 7 日目）に、浮遊性、または、接着性細胞上の
易剥離性の円形の細胞群を回収し、LMDECとして各種実験に用いた。 
 
in vivo  LMDEC分化実験 
10-12週齢雄マウスを麻酔下に、lipopolysaccharide (LPS) (10 µg/Kg)を気管内投与し肺傷害を誘導し
た。免疫磁気ビーズ法にて抗 T1α抗体を用いて AECI を除去した LMDEC を蛍光標識し、LPS 投与 4
時間後に気管内投与した（105 cells in 100 µl PBS）。1週間後にマウス肺より凍結切片を作成し AECI
に特異的に発現するタンパク gp36に対する抗体を用いて免疫組織染色を行って解析した。 
 
BLM誘導肺障害と LMDEC 投与 
10-12週齢雄マウスを麻酔下に BLMを気管内投与し、肺線維症を誘導した (5 mg/kg)。BLM投与 24
時間後に、LMDEC や、細胞表面マーカーを用いた免疫磁気ビーズ法によって subpopulation に分画し
た細胞群をそれぞれさらに気管内投与した(LMDEC、CD44+ LMDEC 、Sca1+ LMDEC：3x105 cells/100 
µl PBS)。 
 BLM投与後 14日後にマウス肺を摘出し、凍結切片を作成し、HE染色およびMasson’s trichrome染
色を行った。線維化の評価は、Ashcroftらによる報告に基づき線維化を定量化して解析した。 
 
 
＜結果・考察＞ 
 我々は、肺構成細胞を分散培養することが細胞に病的環境を演出し、ひいては、肺由来幹/前駆細胞の活
性化を促すと想定し、mixed culture法を行った。培養に伴い、増殖した接着性細胞集団上に円形の小細
胞群（コロニー用細胞集団）が徐々に出現し、そこから増殖性が高く接着性の低い円形細胞が生じ、培
養 9日目には 2.4 ± 0.2 x 106 cells/mouseの浮遊性・易剥離性の円形細胞を回収した。 
 以上の培養環境中で得られた円形細胞が肺幹/前駆細胞である可能性を考慮し、AECII に発現するとさ
れる SP-Cの発現を flow cytometric analysisにて確認した。96.4±1.1%の細胞が SP-C様免疫活性を認
めた（SP-C+）。また、SP-C promoter下流にM2 flag-tagと p38αd.n.を発現する p38d.n.-TGマウスを
用いて同様に円形細胞を作成し、免疫蛍光染色に供したところほぼ全ての細胞が SP-C+M2 flag-tag＋細
胞であり、同細胞において SP-C promoter活性も上昇していることが確認された。このように、mixed 
culture法から調整した円形細胞は、肺胞上皮細胞系譜のマーカーである SP-Cのプロモーター活性およ
び蛋白発現ともに陽性であったことから、lung mixed culture-derived epithelial cells (LMDEC)と命名
した。LMDEC を播種して観察すると、その形態は徐々に紡錘形を呈し、培養 7 日目には免疫蛍光染色
にて gp36＋細胞へ分化することが観察された。また、この際に、SP-C および T1α mRNA の発現を半
定量的な RT-PCR に供して検討したところ、経時的な SP-C mRNA の発現減弱と、それに相関した T1
α mRNAの発現増強が観察された。さらに免疫磁気ビーズ法によってAECIを除去した円形細胞をLPS
傷害肺に気管内投与したところ、1週間後に肺内に投与した円形細胞の肺内への生着が確認されたと共に、
免疫染色にて一部 gp36+細胞であることが確認された。以上よりこの LMDEC は in vitro、in vivoにて
AECIへ分化する性質を持つ前駆細胞であると考えられた。 
 次に、LMDEC の傷害肺修復能を検討すべく、BLM 傷害肺に対して LMDEC を気管内投与したとこ
ろ、PBS のみ投与した群に比較して 2 週間の経過で著明に肺線維化を抑制した。また線維化の抑制機構
を解明すべく BLM傷害１週間後に気管支肺胞洗浄液をマウスより採取し、コントロール傷害コントロー
ル治療群(PBS-PBS 群)、BLM 傷害コントロール治療群（BLM-PBS 群）、BLM 傷害 LMDEC 治療群
（BLM-LMDEC群）間で 308の炎症関連タンパクの発現を western blot arrayを用いて網羅的に解析
した。308因子のうち stromal cell-derived factor (SDF)-1、T cell activation (TCA)-3 、CXCR4、 CXCR6、 
TCCR、 TSLPR、TWEAKRの 7因子が、PBS-PBS群に比較して BLM-PBS群においてシグナル強度
が 2倍以上増強するとともに、この増強が BLM-LMDEC群において 25%以上低下した。SDF-1/CXCR4 
axis活性化はヒトにおいても肺線維症の病態進展と深い関わりが報告されている。したがって、LMDEC
の投与は、少なくとも SDF-1/CXCR4 axisの抑制を介して BLMによる肺傷害を軽減させる可能性が強
く示唆された。 
 LMDECはそのほぼ全てが SP-C＋であることが確認されたが、より詳細な細胞系譜プロファイルの検討
を行うべく、様々な抗体を用いた flow cytometric analysisに LMDECを供した。CD44は過去に報告に
おいて少なくとも in vitro においては AECII に恒常的に発現しているとされ、我々の解析でも 93.1± 
1.9%が CD44+であった。さらに驚くべきことに血球系マーカーである CD45 と hematopoietic cell 
lineage marker cocktail（Lin）はそれぞれ 91.1 ± 3.1% and 84.5 ± 1.7%の LMDECで確認された。そし
て 84.1%の LMDECが SP-C+CD45+Lin+CD44+であり、上皮系と血球系マーカーを共発現する過去に報
告のない細胞集団であると判明し、この LMDECの subpopulationを LMDECmajとした。さらなる解析
にて、ごく一部ではあるものの、LMDECの 1.8%は SP-C+CCSP+Sca1+であり BASCに矛盾しないマー
カー発現を示すことが確認された。一方、CD34、CD90、c-kit、prominin-1、LGR6 はほぼ発現せず、
間葉系幹細胞の他、ヒト肺幹細胞に発現するマーカー、過去の動物実験によって報告された肺幹/前駆細
胞に発現するとされるマーカーの発現は確認されなかった。肺胞上皮細胞に分化するとされる stem性の
高い BASCが LMDECへと分化し、一部の LMDEC を構成する可能性も考えられたが、mixed culture
作成時に BASC に発現する Sca1 を発現する細胞を除去した条件下で LMDEC を採取しても、通常の培
養条件下と比べて LMDEC 採取効率に影響しないことから、LMDECmajの形成においては BASCからの
分化は影響しないと思われた。 
 以上の詳細な解析より、LMDECは BASCと LMDECmajの独立した二細胞群により構成されることが
確認されたため、いずれの subpopulation が BLM 傷害肺に対する LMDEC の治療効果に寄与している
のか検討した。LMDECmajは抗 CD44 抗体を用いて、BASC は抗 Sca1 抗体を用いて十分に選別できる
ことが予め確認されたために、BASC を Sca1+LMDEC、LMDECmajを CD44+LMDEC として、免疫磁
気ビーズ法にて選別して用いた。それぞれの細胞集団を BLM 傷害肺に対して気管内投与したところ、
LMDEC そのもの、Sca1+LMDEC、CD44+LMDEC間で、傷害肺の線維化軽減能に有意差はなかったも
のの、Sca1+LMDEC投与群のみ、肺胞内への有意な血球浸潤が認められた。 
  上述のように、LMDEC は接着性細胞集団から出現するコロニー用細胞集団を起始部とすることが観
察されており、LMDEC の由来を検討すべく、接着性細胞集団を酵素処理分散後、flow cytometric 
analysis にて解析した。すると LMDECmaj に相当する SP-C+CD45+Lin+CD44+細胞集団は接着細胞中
17.5%存在し、そのうち 36.8%が高い EdU 取り込み能／増殖活性を示した。同様に、BASC は 6.6%の
存在と、そのうち 44.4%が EdU+であった。その他の主な細胞は以下のとおり：SP-C-gp36+（AEC I）は
7.2%；SP-C+CCSP-Sca1-Lin-（AEC II）は 13%；CCSP+SP-C-Sca1-（Clara細胞）は 9%；SMA+（fibroblast）
は 17.6%；SP-C-Lin+CD45+（hematopoietic cell）は 20%。以上の事実は、接着細胞集団内に優位な細
胞集団として LMDECmajが存在し、しかも、その増殖活性は stem性の高い BASCとほぼ同等であるこ
とを示している。肺構成細胞を分散培養することが細胞に病的環境を演出し、ひいては、肺由来幹/前駆
細胞の活性化を促す、という当初の我々の想定に基づけば、LMDECmaj の特性を有する細胞が正常マウ
ス肺においても存在し、病的な状態で増幅される可能性が想像された。そして期待された通り、肺胞上
皮細胞系譜と分化血球細胞マーカーを発現する SP-C+CD45+細胞は、通常マウス肺において SP-C+細胞
のうち 4.2 ± 1.5%において確認され、BLM傷害肺では 12.4±3.2%まで有意に増加することが判明した。 
 近年 AECII は、肺胞の恒常性の維持、傷害肺の修復において幹/前駆細胞として寄与しているという報
告がなされ、長期的な自己複製能や 3 次元培養においてヒト AECII の肺胞形成能も確認されている。ま
た、BLM傷害肺に対する傷害修復においては、MSC は肺傷害初期の投与にのみ効果を認める一方、AECII
は完成された線維化に対しても治療効果を認める報告もあり AECIIの優位性が示唆される。 
 今回の研究において我々は、簡便かつ高効率に、マウス肺線維症モデルにおいて線維化を有意に抑制
する細胞集団：LMDECを回収する方法を確立した。また、LMDECの有意集団である LMDECmajは SP-C+
であり、かつ AECIへの分化能を有するなど、AECIIに矛盾しない性質を有する細胞集団であった。その
一方、LMDECmajは SP-C+CD45+といった過去に報告のないユニークなマーカー発現プロファイルを呈す
るとともに、生体肺胞内にも存在し、肺傷害に応答してその数が増加することが明らかとなった。さら
に、LMDECはAECIIに備わっている明確な lamellar body様構造体を持たないとともに、培養下のSP-D
放出量も AECII に比して非常に少ないなど、いくつかの点において AECII そのものとは明らかに異な
る性質を有することも確認した。 
 
 
＜結語＞ 
 我々は今回、肺線維症に対して細胞治療の選択肢となり得る、新たな細胞集団の簡便かつ高効率な回
収法を確立した。 
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